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1 0.6 30 20 20 30 1.2 300 EtBr Comet IV (Perceptive Instruments) 
2 1 30 20 30 35 1.1 No info DAPI Comet IV (Perceptive Instruments) 
3 0.8 30 20 20 25 1.7 285–300 SYBR® Gold 
Comet IV (Perceptive 
Instruments) 
4 0.75 45 40 20 30 0.8 300 YOYO-1 Comet IV (Perceptive Instruments) 
5 0.75 45 40 20 25 1.1 300 YOYO-1 - 
6 0.7 30 30 30 25 0.7 300 DAPI Comet IV (Perceptive Instruments) 
7 0.49 30 20 24 22 1.4 300 EtBr Comet IV (Perceptive Instruments) 
8 1 45 40 20 25 1.1 300 EtBr Cometa 1.5 (Immagini e Computer, Italy) 
9 0.6 30 20 20 27 0.9 300 PI Comet IV (Perceptive Instruments) 
10 0.6 30 20 20 30 0.9 300 PI Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd) 
11 0.8 30 40 20 23 0.9 300 EtBr Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd) 
12 1 30 20 30 25 0.9 300 DAPI LUCIA 4.61 (Precoptic C, Czech Rebublic) 
13 0.7 30 40 30 17 1.2 300 EtBr Komet 4.0 (Kinetic Imaging Ltd) 
14 0.65 30 20 20 25 1.1 300 EtBr Comet III (Perceptive Instruments) 
LMP, low melting point; PBS, phosphate-buffered saline. acm, length of electrophoresis platform. bThe dyes are ethidium bromide 















































%DNA in tail CV  Lesions/106 bp CV  %DNA in tail CV  Lesions/106 bp CV 
1 
1  24.87  0.29 1.17  0.29 11.69  0.36 0.54  0.32
2  20.21  0.45 0.95  0.43 11.77  0.31 0.57  0.38
3  19.14  0.38 0.93  0.43 6.48  0.55 0.30  0.49
2 
1  6.80  1.98 NA  NA  26.05  0.87 NA  NA 
2  4.35  1.12 NA  NA  18.31  0.92 NA  NA 
3  9.51  1.37 NA  NA  25.05  0.80 NA  NA 
3 
1  1.76  0.35 0.06  0.32 7.90  0.54 0.29  0.52
2  1.11  0.30 0.04  0.32 7.57  0.52 0.28  0.53
3  1.86  0.60 0.07  0.58 8.46  0.37 0.31  0.37
4 
1  6.41  0.34 0.63  0.46 9.20  0.39 0.89  0.45
2  4.61  0.22 0.44  0.30 7.69  0.33 0.73  0.39
3  4.14  0.33 0.40  0.44 8.28  0.21 0.79  0.28
5 
1  2.83  0.63 0.06  0.73 13.83  0.44 0.31  0.54
2  1.22  0.97 0.03  1.08 13.18  0.79 0.28  0.74
3  2.26  0.51 0.05  0.57 11.50  0.51 0.25  0.51
6 
1  10.34  0.17 1.11  0.50 7.68  0.50 0.70  0.49
2  9.51  0.33 0.96  0.47 7.78  0.55 0.72  0.66
3  9.82  0.17 1.02  0.45 5.66  0.57 0.55  0.60
7 
1  0.88  0.33 0.02  0.44 10.42  0.84 0.29  1.06
2  0.67  0.50 0.02  0.56 12.00  0.85 0.35  1.06
3  0.70  0.53 0.02  0.67 8.87  0.81 0.25  1.01
8 
1  6.68  0.15 0.18  0.14 23.98  0.12 0.64  0.10
2  7.28  0.18 0.19  0.17 23.67  0.11 0.63  0.12
3  7.24  0.18 0.19  0.16 22.72  0.13 0.61  0.13
9 
1  7.58  0.33 0.64  0.21 5.17  0.57 0.45  0.51
2  9.16  0.37 0.75  0.22 4.11  0.78 0.36  0.73
3  5.42  0.36 0.47  0.11 3.33  1.12 0.24  1.01
10 
1  7.10  0.22 0.50  0.23 1.71  1.42 0.12  1.28
2  7.77  0.15 0.56  0.25 2.99  0.61 0.20  0.52
3  7.36  0.14 0.53  0.30 3.12  0.80 0.20  0.68
11 
1  13.24  0.18 0.36  0.18 15.43  0.62 0.42  0.58
2  11.00  0.07 0.30  0.06 13.77  0.51 0.37  0.48
3  12.97  0.16 0.36  0.14 18.47  0.65 0.50  0.62
12  1  0.97  0.41 NA  NA  1.97  0.94 NA  NA 
2  1.51  0.67 NA  NA  2.05  1.07 NA  NA 
Lab Person DNA strand breaks  FPG‐sensitive sites 
%DNA in tail CV  Lesions/106 bp CV  %DNA in tail CV  Lesions/106 bp CV 
3  1.69  0.37 NA  NA  0.92  1.62 NA  NA 
13 
1  6.70  0.29 0.26  0.27 18.18  0.10 0.70  0.10
2  5.85  0.09 0.23  0.10 18.72  0.14 0.72  0.10
3  6.60  0.18 0.26  0.18 18.18  0.10 0.71  0.15
14 
1  14.37  0.48 NA  NA  26.43  0.48 NA  NA 
2  14.48  0.32 NA  NA  30.63  0.53 NA  NA 
3  13.20  0.40 NA  NA  26.85  0.44 NA  NA 
The coded samples of PBMC were obtained from three different subjects. Each laboratory analysed three coded samples from each 
subject at three different days, that is, each mean value is based on the analyses of nine coded samples. NA means non-applicable and 













































ab Day R value Slope Intercept
Effect (P value)a 
Dose Day Dose*Day
1 
1b  0.97 4.9 5.6 
<0.001 0.028 0.398 2b  0.97 3.5 17.7 
3b  0.98 3.8 21.9 
2 
1 0.81 5.7 14.8 
0.023 0.896 0.755 2 0.76 3.7 8.8 
3 0.77 3.3 7.9 
3 
1b  0.98 5.2 8.4 
<0.001 0.728 0.900 2b  0.95 4.7 4.3 
3b  0.97 5.3 8.8 
4 
1b  0.97 1.7 18.3 
<0.001 0.330 0.772 2b  0.99 2.1 14.7 
3 0.87 2.3 12.1 
5 
1b  0.97 8.7 8.5 
<0.001 0.663 0.406 2b  0.97 7.4 4.7 
3b  0.99 9.9 1.0 
6 
1b  0.99 3.8 6.5 
<0.001 0.036 <0.001 2b  1.00 2.0 11.8 
3 0.95 1.1 11.2 
7 
1b  0.99 8.0 2.8 
0.004 0.888 0.730 2 1.00 5.6 0.7 
3b  0.98 8.4 -0.6 
8 
1b  1.00 7.2 12.0 
<0.001 0.822 0.768 2b  1.00 7.1 12.8 
3b  1.00 6.9 11.5 
9 
1b  0.98 3.2 15.0 
<0.001 0.312 0.054 2b  0.98 2.4 19.4 
3 0.90 1.3 18.6 
10 
1b  0.97 2.0 4.8 
<0.001 0.624 0.161 2b  0.97 3.2 4.5 
3b  0.99 3.0 7.0 
11 
1b  1.00 6.7 15.3 
<0.001 0.799 0.755 2b  0.99 6.7 15.7 
3b  0.99 7.2 13.3 
ab Day R value Slope Intercept
Effect (P value)a 
Dose Day Dose*Day
12 
1 0.82 0.0 0.8 
<0.001 <0.001 <0.001 2 0.04 0.0 1.0 
3b  0.98 1.2 5.2 
13 
1b  1.00 5.0 13.6 
<0.001 0.046 0.265 2b  0.99 5.2 8.8 
3b  1.00 4.5 8.0 
Laboratory 14 did not report any calibration curves due to problems with too few nucleoids in the gels. aThe statistical significance of 
the contribution of the dose of γ-radiation, the day of analysis and the interaction term (dose*day, which tells us whether or not the 
slopes are different). The statistical significances were obtained from a general linear model analysis, where the %DNA in tail was 
the dependent variable, the day of analysis was a random categorical factor and the dose of γ-radiation was a continuous variable. bA 
significant dose–response relationship (P < 0.05) was observed when the calibration curves obtained at each of the three days of 














0 Gy  2.5 Gy  5 Gy  7.5 Gy  Dose  Intra‐laboratory variation 
Residual 
variation 
1  15.0  (10.5)  24.9  (3.7)  36.0  (8.7)  45.0  (3.6)  78.3*** 15.5**  6.2  3.3 
3  9.9  (1.7)  17.0  (3.8)  30.2  (7.7)  47.8  (4.1)  90.0*** 3.9  6.1  3.9 
4  15.8  (3.2)  18.1  (4.3)  26.9  (1.7)  29.7  (2.5)  79.1*** 6.7  14.2  2.5 
5  5.2  (2.2)  23.5  (3.1)  52.7  (7.6)  67.7  (11.6)  93.2*** 2.0  4.9  5.8 
6  10.8  (2.5)  14.1  (1.8)  21.1  (4.8)  27.4  (7.7)  71.3*** 9.6  19.1  3.4 
7  1.7  (0.9)  20.3  (5.5)  36.0  (4.3)d   66.4  (2.6)d   95.7*** 0.7  3.6  4.2 
8  11.0  (0.7)  30.7  (1.0)  48.9  (1.2)  63.7  (1.7)  99.4*** 0.2  0.4  1.4 
9  17.2  (2.1)  25.0  (1.2)  27.6  (1.9)  35.6  (7.1)  78.5*** 7.4  14.0  2.9 
10  6.7  (0.6)  10.0  (2.9)  19.6  (3.7)  26.3  (5.6)  84.5*** 8.8*  6.7  2.2 
11  13.0  (1.2)  33.3  (1.1)  51.4  (3.0)  64.3  (1.3)  98.5*** 0.0  1.5  2.5 
13  9.6  (2.4)  22.8  (4.5)  35.2  (4.8)  46.2  (4.2)  94.3*** 4.8***  1.0  1.4 
aThe results from Laboratories 2, 12 and 14 are not included in this table based on the exclusion criteria. bAnalysed by ANOVA in 
dataset strata from individual laboratories. The ANOVA model included the day of analysis as random factor and the dose of γ‐
radiation as continuous variable. The data are reported as the percentage of the total sum of squares. cSDres is the standard 
deviation of the residuals. dBased on two analysis occasions instead of three. *P < 0.001, **P < 0.01 and ***P < 0.05.  
DNA damage in coded samples 
The mean levels of DNA strand breaks and FPG‐sensitive sites of the coded PBMC samples are presented in 
Table IV together with the coefficients of variation (CVs) for all participating laboratories. Based on the 
values obtained from the seven laboratories that obtained significant dose–response relationships for the 
calibration curve samples on all three days of analysis, the mean levels of DNA strand breaks/106 bp in the 
PBMC samples from the three donors were 0.37 (range: 0.06–1.17; Sample 1), 0.33 (range: 0.03–0.95; 
Sample 2) and 0.34 (range: 0.05–0.93; Sample 3), and the mean levels of FPG‐sensitive sites/106 bp were 
0.43 (range: 0.12–0.70; Sample 1), 0.44 (range: 0.20–0.72; Sample 2) and 0.41 (range: 0.20–0.71; Sample 3).  
The inter‐laboratory variation explained the largest fraction of the overall variation in the PBMC and the 
unexplained (residual) variation was much larger than the intra‐laboratory variation (Figure 2). In addition, 
it can be seen that the inter‐laboratory variation is reduced by conversion of the primary comet assay 
endpoints to lesions/106 bp for both the DNA strand breaks and the FPG‐sensitive sites.  
The contribution of the inter‐laboratory variation, the PBMC sample and the unexplained (residual) 
variation to the overall variation of DNA strand breaks and FPG‐sensitive sites (reported in %DNA in tail or 
a.u.) in each individual laboratory are shown in Figure 3A and B, respectively.  
Figure 3.  
 
The percentage of the overall variation explained by the different samples, intra‐laboratory variation and unexplained (residual) 
variation in PBMC samples analysed in 11 laboratories (two‐way ANOVA). The data are based on the level of (A) DNA strand breaks 
and (B) FPG‐sensitive sites, in PBMC reported as %DNA in tail or a.u. in the scale 0–100 with the comet assay.  
Discussion 
The balanced Latin square design used in this study, whereby the participating laboratories analysed coded 
samples containing PBMC from three donors and three identical samples per donor on each of three 
different days, allowed us to discriminate between inter‐laboratory, intra‐laboratory, sample and residual 
variations. An important finding in this study is that the inter‐laboratory variation explained the largest 
fraction of the overall variation and that the unexplained (residual) variation was much larger than the 
intra‐laboratory variation (Figure 2). The inter‐laboratory variability is likely to be explained by the different 
comet assay procedures and equipment used by the different research groups. Protocol steps that seem to 
be of particular importance are the agarose density, the duration of enzyme treatment, the extent of 
alkaline treatment, the duration of electrophoresis and the strength of the electric field (14, 15, 17). In 
addition, the findings of one of our previous ECVAG inter‐laboratory validation studies implied that the 
image analysis (and possibly staining) affects the outcome of the method (16). The intra‐laboratory 
variability corresponds to variation in procedures on different days of analysis, whereas the unexplained 
(residual) variation corresponds to the variability between the three putatively identical samples that were 
analysed on the same day. Sources of this latter type of variability includes all procedures of the handling of 
samples, including the original pipetting of aliquots in the laboratory that prepared the samples, handling 
of samples in the laboratories that analysed the samples (e.g. samples are embedded in the gels one at a 
time and small differences in the processing would be registered as residual variation) and gel‐to‐gel 
differences related to all procedures from lysis to staining/scoring of the nuclei in the gel. A part of the gel‐
to‐gel differences might be attributed to heterogeneity in the strength of the electric field during 
electrophoresis. To what extent the variation in strength of the electric field contributes to the gel‐to‐gel or 
within‐gel variation in the comet assay needs to be investigated. It has been observed that the real electric 
potential (V/cm) as measured using closely spaced electrodes on the platform may differ substantially at 
various positions and may also vary with time, relative to what can be calculated from the applied 
electrode voltage (G. Brunborg, personal communication). The mean levels of DNA damage reported in this 
study (0.35 DNA strand breaks/106 bp and 0.43 FPG‐sensitive sites/106 bp) are similar to the levels we have 
previously observed in young healthy women (0.29 DNA strand breaks/106 bp and 0.48 FPG‐sensitive 
sites/106 bp) (19). It should also be emphasised that the low level of intra‐laboratory variation 
(corresponding to variation in procedures on different days of analysis) suggests that it may not be relevant 
to adhere more strictly to standard operating procedures in most of the participating laboratories, other 
than is already undertaken. However, the inter‐laboratory variation can be reduced by standardisation of 
the comet assay as shown in a recent inter‐laboratory validation study of the comet assay, where the inter‐
laboratory variation of FPG‐sensitive sites was decreased when samples were analysed with a standardised 
comet assay protocol instead of laboratory‐specific protocols (19).  
The contribution of the inter‐laboratory and intra‐laboratory variations to the overall variation of primary 
comet assay endpoints was also assessed in the calibration curve data from the three different days 
analysed by 11 different laboratories. In this model, the overall variation was to a large extent explained by 
the dose of γ‐radiation (60.9%), followed by the inter‐laboratory variation (19.4%; P < 0.001 for both 
variables), the intra‐laboratory variation (0.1%) and the unexplained variation (19.5%). We have previously 
made a similar assessment by comparing the calibration curves from three different ECVAG studies (16), 
and although the dose range of the calibration curves was narrower in this study (0–7.5 Gy compared with 
0–10 Gy in the previous study), the results were similar. As in the previous ECVAG studies (16, 17), the 
variation of the reported primary comet assay endpoints was large (ranging from 13.9 to 78.9 %DNA in tail 
and a.u. for the samples that had been exposed to 7.5 Gy; Figure 1A). This variation is likely to be explained 
both by differences in image analysis (and possibly staining) (16) and differences in the used comet assay 
protocols (17). Although the analyses did not have precisely the same design, the contribution of the dose 
of the γ‐radiation to the overall variation, 60.9%, can be compared with the contribution of the sample in 
the analysis of the PBMC, which accounted for <1% of the overall variation (Figure 2). The large difference 
in outcome of these analyses is explained by the range of damage in the sample sets, with a large range in 
the calibration curve samples and a narrow range in the PBMC samples, where the three donors were all 
young healthy women with relatively low and similar levels of DNA damage (Table IV).  
Only half of the participating laboratories found a significant dose–response relationship in the coded 
calibration curve samples on all three analysis occasions (Figure 1). This reflects a poorer performance in 
this study compared with two of the previous ECVAG studies, where all but one laboratory (in which the 
dose–response relationship was of borderline significance) (16) and all participants (17) found a significant 
linear dose–response relationship in the calibration curve samples. The range of doses in the calibration 
curve was, however, narrower in this study (0–7.5 Gy) compared with 0–10 Gy in these two previous 
ECVAG studies. Six of the seven laboratories that had problems in detecting a dose–response relationship in 
the calibration curve samples in this study also had serious problems in another recent ECVAG study (19). 
The problems included negative values of FPG‐sensitive sites, very low levels of FPG‐sensitive sites detected 
in a positive control, the lack of a dose–response relationship for the calibration curve or a lack of data 
points due to loss of gels (19). As previously pointed out by Dusinska and Collins (26), the value of the 
comet assay depends on how well it is learned and performed.  
In conclusion, in this study, inter‐laboratory variation accounted for the largest fraction of the overall 
variation and the unexplained (residual) variation was much larger than the intra‐laboratory variation when 
analysing coded PBMC samples with the comet assay using a balanced Latin square design. It is still difficult 
to compare values of DNA damage in PBMC from different laboratories, but the low intra‐laboratory 
variation indicates a stability of the comet assay over time in some of the participating laboratories. This 
supports the notion that the comet assay is a useful tool in biomonitoring and genetic toxicology in 
laboratories with a high level of reproducibility.  
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